慢性髓性白血病（CML）是造血干细胞的恶性克隆增殖性疾病[@b1]--[@b2]。t（9；22）（q34；q11）所产生的BCR-ABL融合基因是导致CML的最直接因素。伊马替尼是目前临床上治疗初发CML患者的主要方法[@b3]--[@b4]，然而部分患者长期使用会对伊马替尼产生耐药性，其中以T315I型突变耐药程度最高，且对达沙替尼、尼罗替尼、伯舒替尼等二代酪氨酸激酶抑制剂均耐药[@b5]，第三代酪氨酸激酶抑制剂博纳替尼、Rebastinib对T315I CML患者疗效明显，但均不能从干细胞水平根治[@b6]--[@b7]。目前T315突变的机制不十分清楚[@b8]，还需借助动物模型进行更深入研究。

动物模型对于研究CML的发病机制和筛选CML的有效治疗药物均有着重要意义[@b9]，而目前国内外均未见P210^T315I-BCR/ABL^转基因小鼠的报道。我们拟克隆在髓系祖细胞特异性表达的APN/CD13启动子，并构建pAPN/EN P210^T315I-BCR/ABL^-IRES2-EGFP载体，通过显微注射法建立P210^T315I-BCR/ABL^转基因小鼠模型，筛选出有效的CML小鼠模型，为进一步研究T315I型突变CML的耐药机制和筛选有效的治疗药物奠定基础。

材料和方法 {#s1}
==========

1．P210^T315I-BCR/ABL^转基因小鼠的建立：从人基因组中克隆了1 200 bp APN髓系启动子[@b10]，从猪基因组中克隆300 bp APN增强子[@b11]，用APN启动子与增强子替换掉IRES2-eGFP载体的CMVie启动子，同时在该载体的EcorⅠ酶切位点插入7.2 kb的人源性P210^T315I-BCR/ABL^基因，从而构建好APN/EN-p210^T315I-bcr/abl^-IRES2-eGFP转基因载体。用AflⅡ内切酶将转基因载体线性化，纯化后显微注射到C57BL/6小鼠的受精卵中，然后移植到假孕的C57小鼠输卵管内，制备转基因小鼠。

2．PCR阳性转基因小鼠的鉴定：转基因小鼠在出生7d用剪趾法标记，收集剪下的组织，用基因组提取试剂盒提取基因组DNA。用PCR法对首建鼠进行筛选，引物扩增位点位于BCR-ABL融合基因的融合位点的两侧，上游引物：CAGGTCCAACTTCGAGCGGAT，下游引物：GATGCATCCCACGCTCGAGC，PCR体系为20 µl，反应条件：95°C预变性5 min，95°C变性30 s，60°C退火30 s，72°C延伸30 s，30个循环，最后72°C延伸10 min，扩增片段长度为205 bp。

3．PCR阳性转基因小鼠体内的eGFP和BCR-ABL的表达：乙醚麻醉PCR阳性转基因小鼠后眼眶静脉采血10 µl，用生理盐水稀释20倍，在荧光显微镜下观察eGFP的表达情况。mRNA的逆转录参照Takara RT-PCR试剂盒说明书操作步骤得cDNA，人BCR-ABL融合基因上游引物：5′-CAGGTCCAACTTCGAGCGGAT-3′，下游引物：5′-TGATGTAGTTGCTTGGGAC-3′，扩增片段为205 bp；小鼠β-actin基因上游引物：5′-ACACTGTGCCCATCTACGAG-3′，下游引物：5′-CACAGGATTCCATACCCAAG-3′，扩增片段为436 bp。PCR扩增条件：95°C预变性5 min，95°C变性30 s，60°C退火30 s，72°C延伸30 s，30个循环，最后72°C延伸10 min。

4．CML小鼠模型的鉴定：PCR阳性转基因小鼠从第2个月开始每个月用剪尾法采血行外周血常规计数和外周血涂片瑞氏染色分类。待小鼠死亡后取其骨髓细胞，用PBS洗3次后取沉淀涂片瑞氏染色行形态学检查，并取各组织行切片与HE染色后行病理学观察。

结果 {#s2}
====

一、载体的构建

用APN启动子与增强子替换掉IRES2-eGFP载体的CMVie启动子，同时在该载体的EcorⅠ酶切位点插入7.2 kb的人源性P210^T315I-BCR/ABL^基因，构建好的载体分别经EcorⅠ、Bamh Ⅰ和XhoⅠ酶切鉴定，所得片段大小均与预期相符（[图1](#figure1){ref-type="fig"}），证明载体构建成功。

![载体经XhoⅠ、EcorⅠ和BamhⅠ酶切鉴定结果\
1：Marker；2\~4分别为XhoⅠ、EcorⅠ和BamhⅠ酶切产物](cjh-36-03-221-g001){#figure1}

二、转基因小鼠的鉴定

将线性化的APN/EN-P210^T315I-BCR/ABL^-IRES2-eGFP载体显微注射到368个受精卵并移植到10只假孕母鼠的输卵管内，共出生60只小鼠，其中有3只经PCR检测为阳性转基因小鼠（[图2](#figure2){ref-type="fig"}），经RT-PCR和荧光显微镜检测，这3只阳性转基因小鼠的外周血中均能很好地表达BCR-ABL和eGFP基因（[图3](#figure3){ref-type="fig"}、[4](#figure4){ref-type="fig"}）。

![PCR方法筛选阳性转基因小鼠\
W：空白对照；M：Marker；P：阳性对照；1\~15：转基因小鼠](cjh-36-03-221-g002){#figure2}

![RT-PCR方法检测转基因阳性小鼠外周血中的BCR-ABL基因表达\
NTG：非转基因小鼠；P：阳性对照；W：空白对照；M：Marker；TG1\~3：转基因阳性小鼠](cjh-36-03-221-g003){#figure3}

![荧光显微镜检测外周血中的eGFP基因表达（×400）](cjh-36-03-221-g004){#figure4}

三、转基因小鼠CML相关表现检测

1．血常规检测：转基因小鼠出生后每月检测1次血常规，结果与对照组相比，转基因小鼠组从第2个月起WBC、中性粒细胞百分比和PLT明显升高，以后逐月上升，到第6个月末，WBC高达23.9×10^9^/L，中性粒细胞百分比最高达74.6%，PLT最高达4 136×10^9^/L，有明显的CML表现（[图5](#figure5){ref-type="fig"}）。

![转基因小鼠外周血血常规变化\
A：WBC；B：PLT](cjh-36-03-221-g005){#figure5}

2．外周血和骨髓涂片检测：外周血中粒细胞增生明显，幼稚粒细胞比例逐渐增多。骨髓增生极度活跃，各期的粒细胞系统显著增生，细胞形态各异，大小不一，可见少量原始粒细胞。

3．脾脏的病理学变化：解剖发现转基因小鼠的脾脏明显肿大，病理切片经HE染色，发现脾脏组织有白血病细胞浸润。

讨论 {#s3}
====

目前制备CML动物模型的方法主要有3种，第一种是用CML细胞种植免疫缺陷鼠SCID或NOD/SCID；第二种是携带BCR-ABL基因的逆转录病毒载体感染小鼠骨髓细胞并移植入正常鼠体内[@b12]；第三种是构建BCR-ABL转基因小鼠模型。转基因小鼠模型相对于其他模型有以下几个优点：①BCR-ABL基因作为转基因小鼠的一部分在体内表达，更能精确地模拟人CML。②BCR-ABL转基因鼠可以传代。③转基因CML模型有一定的潜伏期，这与人的CML极为相似。④转基因小鼠的CML类似于人CML的单克隆性[@b13]。

启动子的选择对于建立BCR-ABL转基因小鼠有着至关重要的作用。最初用BCR的启动子调控BCR-ABL基因的表达，但胚胎在发育过程中全部死亡[@b14]。后来改用造血干细胞特异性表达启动子或四环素调控启动子，BCR-ABL转基因小鼠被建立起来，部分转基因小鼠出现类似于人CML症状[@b15]--[@b17]。2003年Jaiswal等[@b18]建立了在髓系祖细胞特异性表达的hMRP8P210^BCR/ABL^转基因小鼠，该小鼠在出生后第12周开始出现WBC、PLT等升高，出现了与人类CML极为相似的症状，证明除在干细胞特异性表达外，在髓系祖细胞特异性表达210^BCR/ABL^也可以得到类似于人CML的转基因小鼠。本课题同样利用在髓系祖细胞特异性表达的APN/CD13上游启动子诱导eGFP基因和P210^T315I-BCR/ABL^基因同时在转基因小鼠体内表达，结果得到的转基因小鼠从第8周开始出现WBC、PLT升高等类似于人CML表现，比hMRP8P210^BCR/ABL^转基因小鼠还早4周，估计我们克隆的APN的增强子大大地增强了APN启动子的活性，从而增强了BCR-ABL基因的表达量，而BCR-ABL蛋白量又与转基因小鼠的表型有直接关系[@b19]--[@b20]。另外，因为eGFP基因与P210^T315I-BCR/ABL^基因在转基因小鼠体内同时表达，通过eGFP能很好地监测P210^T315I-BCR/ABL^基因的表达情况，这对筛选CML小鼠模型提供了极大的便利。
